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Background: Unmethylated CpG can induce Th1 and re-
gulatory T cell immune responses and may modulate oval-
bumin-induced mouse allergic asthma. However, the effects 
of CpG in a cockroach allergen asthma model have not yet 
been elucidated.
Objective: To evaluate whether unmethylated CpG can 
prevent the development of indoor allergen-induced allergic 
asthma.
Methods: Effects of CpG were evaluated using a cockroach 
allergen-induced mouse model. CpG and Blattella ger-
manica (CR) allergen were co-administered intranasally, 
and methacholine airway hyperresponsiveness (MCh-AHR), 
inflammatory cells and cytokine profiles in BAL fluid and 
lung histology were evaluated. 
Result: Co-administration of CpG with CR allergen can 
prevent the development of MCh-AHR and allergic in-
flammation in a CR-induced asthma mouse model. Eosi-
nophils, lymphocytes, macrophages and neutrophils in BAL 
fluid were decreased by the co-administration of unme-
thylated CpG in an OVA-induced asthma model. The 
expression of IL-5, IL-13 and IFN-γ in BAL fluid was  
attenuated by the CpG. Peribronchial, perivascular inflam-
mation, and goblet cell hyperplasia in respiratory epithelium 
were also markedly attenuated by the CpG. 
Conclusion: These findings suggest that unmethylated CpG 
may have role in the immune modulation of allergic asthma 
induced by indoor allergens. (Korean J Asthma Allergy 
Clin Immunol 2009;29:194-199)
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서      론
  천식을 포함한 알레르기 질환은 최근 들어 급증하고 있으
며,1) 아직까지 그 이유에 대해서 명확하게 알려져 있지 않다. 
여러 역학조사를 보면 농촌지역,2) 형제가 많은 가정에서 천
식 및 알레르기 질환의 유병율이 낮으며,3) 많은 연구자가 감
염성 질환에 노출이 적을수록 알레르기에 이환될 위험이 증
가한다는 위생가설을 제시하고 있으며, 이는 바이러스, 박테
리아 감염에 의한 내인성 면역기전(innate immunity)의 활성화 
또는 regulatory T cell 활성화가 알레르기질환의 발생을 억제
할 가능에 중점을 두고 있다. 
  Unmethylated cytosine-guanine dinucleotide DNA (CpG)는 척
추동물에서는 드물고, 박테리아나 바이러스에 주로 관찰되
는 nucleotide로 척추동물에서 강한 면역반응을 유발하고, B 
세포를 직접적으로 증식 활성화 시킬 수 있는 것으로 알려져 
있다.4) CpG의 수용체인 Toll like receptor 9 (TLR 9)은 dendritic 
cell 이나 B세포에 항시 발현되어 있으며, CpG와 결합할 경우
에는 TLR 9이 세포핵으로 이동해서 NF-kB 발현이 증가하며, 
dendritic cell 또는 NK cell에서 IL-10, 제1형 interferon (IFN), 
IFN inducible protein 10과 여러 cytokine을 발현시키는 것으로 
알려져 있으며,5) 다양한 세포에 영향을 미칠 수 있다. 
  여러 연구자들이 Unmethylated CpG를 이용해서 여러 알레
르기 마우스 모델에서 그 치료효과를 보았다. Schistosoma egg 
항원 또는 ovalbumin6)으로 감작된 마우스에서 항원과 같이 
CpG를 예방적으로 투여한 경우에는 항원에 의한 호산구성 
 손정호 등: CpG and Cockroach Induced Asthma 195
기도 염증, 기도과민반응, 특이 IgE 생성을 현저하게 억제하
였다.7,8) 또한 마우스를 OVA/alum으로 감작시킬 때에만 CpG
를 피하주사할 경우에도 OVA 흡입 유발에 의한 알레르기 염
증반응, 기도과민반응, 그리고 폐섬유화, 기도개형을 막을 수 
있는 것으로 알려져 있다.9)
  지금까지의 동물실험은 대부분 OVA를 이용하여 시행되었
다. OVA는 감작 시 adjuvant가 필요하다. 그러나 실제 천식을 
유발하는 집먼지진드기, 바퀴, 아스페르길루스 알레르겐 등
은 protease 활성도가 높으며,10) 다양한 범위의 endotoxin이 포
함되어 있어서 OVA과는 다른 기전으로 알레르기 기도면역
반응이 유발될 수 있다.11) 바퀴, 집먼지진드기 알레르겐은 다
른 adjuvant없이 단독 투여만으로도 천식 모델이 유발되며,12) 
다른 알레르겐에 대한 감작을 용이하게 한다.6) 
  이에 본 연구는 실생활에서 흔히 노출되는 바퀴 알레르겐
에 의한 천식모델에서 CpG를 바퀴항원과 병행 투여할 경우 
치료효과가 있는지 알아보고자 하였다.
대상 및 방법
1. 마우스 및 실험 계획
  6~8주령의 여성 BALB/c 마우스(오리엔트, 대전)를 이용하
였다. 모든 마우스는 American Association for the Accreditation 
of Laboratory Animal Care-approved facilities 기준에 따라 specific 
pathogen free 상태로 사육하였다. 본 실험은 연세대학교 실험
동물 윤리위원회의 승인을 받아 이루어 졌다. 각군은 5마리
로 실험을 진행하였다. Isoflurane으로 마취한 마우스에 PBS 
50μL로 희석한 바퀴항원 300μg과 대조 CpG 3μg 투여 또
는 바퀴항원과 phosphorothioate unmethylated CpG (no. 1826S) 
3μg을 비강을 통해서 1주일에 2번씩, 5주간 투여하였다. 본 
실험에서 사용한 Unmethylated CpG는 phosphorothioate back-
bone을 가졌으면, 염기서열은 5’-TCCATGACGTTCCTGAC-
GTT-3’였고, 대조 CpG는 5’-TCCATGAGCTTCCTGA GTCT- 3’였
다(Genotech, 대전, 한국). 
2. 바퀴 항원
  연세대학교 의과대학 환경의생물학교실에서 사육한 Bl-
atella germanica 에서 항원을 추출하였다. 30 gam의 독일바퀴를 
액체질소와 함께 분쇄하였고, 이를 200 mL의 1：1 ethyl 
ether/ethyl acetate로 탈지방화 하였다. 이후 4oC에서 phosphate- 
buffered saline (PBS), 6 mM/L 2-mercaptoethanol, 1 mg/mL 
1-phenyl-3-(2-thiazolyl)-2-thiourea 용액으로 바퀴 알레르겐을 
24시간 동안 추출하였다. 추출액은 원심분리한 후(9,300 g, 30
분) 0.22 nm filter로 걸렀다. QCL-1000 chromogenic LAL kit로 
측정한 추출액내의 endotoxin 치는 8,510 EU/mg (Cambrex, East 
Rutherford, NJ, USA)이었다. 바퀴 추출액은 endotoxin 제거 
column (Thermo, Rockford, IL, USA)을 이용하여 endotoxin 농도
를 0.0254 EU/mg으로 낮췄다. 최종적으로 만들어진 바퀴 추
출액은 동결건조하여 사용하였다. 
3. Methacholine (MCh) 기도과민반응 측정
  마지막 바퀴항원을 비강내로 투여한지 48시간 후에 MCh 
기도과민반응을 측정하였다. Phentobarbital (70 mg/kg)으로 마
취한 마우스의 기관지를 절개한 후 18 gause 관을 삽입하여 
flexiVent 5.1Ⓡ (SCIREQ, Montreal, PQ, Canada)로 기도 저항과 
탄성을 측정하였다. 저항 및 탄성 측정 시 10 mL/kg의 용적으
로 분당 160회 기계호흡을 시켰고, 이때 positive end expiratory 
pressure를 3 cmH2O로 맞췄다. 마우스는 생리식염수 및 MCh 
흡입(3.1, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0 mg/mL)은 10초간 Flexivent 시스
템의 분무기로 흡입하였으며, 이때 기계호흡은 분당 60회, 
흡입 용적은 30 mL/kg으로 맞췄다. 각각 농도의 MCh 흡입 
후 2분에 기도저항 및 폐탄성을 측정하였다. 
4. 기관지세척액 분석 
  기관지세척액은 삽관된 기관지에 1 mL의 Hank's balanced 
salt solution (HBSS)을 투여하여 얻었다. BALF의 총 숫자는 
hemocytometer를 이용하여 측정하였다. BALF는 1.5 rcf로 3분
간 원심분리한 후 얻은 세포를 cytocentrifugation (cytospin3, 
Thermo, MA, USA)하였고, 이를 Diff Quick stain 하였다. 총 200
개의 염증세포를 세어서 각각의 염증세포의 백분율을 얻었
고, 이를 총 세포수와 곱해서 각각의 염증세포 수를 구하였
다. 
  또한 기관지세척액을 원심분리해서 얻은 상층액을 이용해
서 IL-5, IL-13, 그리고 IFN-γ 치는 ELISA 법(R&D Systems, 
Minneapolis, MN)으로 측정하였다. 
5. 폐병변 관찰
  기관지세척액 채취 후 마우스 폐를 적출하였다. 적출된 폐
에 10% formalin 1 mL를 투여한 후 48시간 formaline으로 고정
한 후 이를 paraffin block으로 만들었다. 이후 3μm 두께로 절
편을 만들어 H&E 염색, 기도상피세포의 globlet cell hyperplasia 
평가를 위해서 Periodic Acid-Schiff (PAS) 염색을 실시하였다. 
6. 통계방법
  각 군 간의 평균값 차이는 SPSS 12프로그램(SPSS Co. 
Chicago, IL)을 이용하여 one-way ANOVA를 이용하여 분석하
였다. P value가 0.05 이하인 경우에 통계학적 의미를 두었다.
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Fig. 1. Concomitant administration of unmethylated CpG with CR 
attenuated AHR by inhalation of MCh. Intranasal administration of 
CR extract induced nonspecific AHR. *P<0.05 between 
unmethylated CpG and control ODN groups; †P<0.01 between 
unmethylated CpG and control ODN groups.
Fig. 2. Concomitant administration of unmethylated CpG with CR 
attenuated total inflammatory cells, eosinophils and neutrophilic 
inflammation induced by intranasal administration of CR compared 
to control ODN administration. *P<0.05.
결      과
1. 바퀴 천식모델에서 Unmethylated CpG 투여가 
MCh 비특이적 기도과민반응에 미치는 영향
  CR 항원을 5주간 2회씩 투여할 경우 CR을 투여하지 않은 
대조군에 비해 MCh 비특이적 기도과민반응이 유도되었으
며, CR항원과 함께 unmethylated CpG를 병용투여할 경우에 
MCh 기도과민반응이 억제되었다. MCh 투여 농도가 25와 50 
mg/mL를 흡입시킨 후 측정한 마우스의 기도저항은 대조 
CpG 투여군에 비해 유의하게 호전되었다(Fig. 1). 
2. Unmethylated CpG투여가 기관지세척액내의 염
증세포 분포 및 IL-5, IL-13, IFN-γ 치에 미치
는 영향
  CR를 투여할 경우 호산구, 호중구, 그리고 림프구 염증반
응이 기관지세척액에서 뚜렸하였다. CR 천식 모델에서 Un-
methylated CpG 투여군과 대조 CpG 투여군에서 BAL fluid내 
염증세포 숫자를 비교하였다. Unmethylated CpG와 CR을 병용 
투여한 군에서 대조 CpG 투여군에 비해 총 염증세포(378.0± 
82.0 vs. 184.0±19.4×103/mL, P=0.050), 호산구(82.9±18.3 vs. 
24.9±4.9×103/mL, P=0.011), 호중구(118.6±45.7 vs. 12.8±2.7× 
103/mL, P=0.049)가 적었으며(Fig. 2), 기관지세척액에서의 
IL-5 (17.8±2.2 vs. 5.0±3.5 pg/mL, P=0.032), IL-13 (77.6±11.5 vs. 
39.1±5.5 pg/mL, P=0.010), 그리고 IFN-γ (582.0±19.7 vs. 
272.2±74.8 pg/mL, P=0.006)의 발현도 억제되었다(Fig. 3). 
3. Unmethylated CpG 투여가 폐병변에 미치는 영향
  CR과 대조 CpG 투여군에서 peribronchial 및 perivascular 
inflammation, 그리고 기도상피세포에서의 goblet cell hyper-
plasia가 유의하게 유도되었다. CR과 unmethylated CpG를 병용 
투여한 군에서 대조군에 비해 유의하게 peribronchial 및 
perivascular inflammation이 억제되었으며(Fig. 4A∼C), 또한 기
도 상피세포에서의 goblet cell hyperplasia도 의미있게 억제되
었다(Fig. 4D∼F). 
고      찰
  본 연구에서 바퀴 알레르겐과 CpG를 병용 투여할 경우 바
퀴에 의한 알레르기 염증반응 및 기도과민반응, 그리고 폐의 
염증성 병변 및 기도상피세포의 goblet hyperplasia가 현저하게 
억제될 수 있음 증명하였고, 이는 바퀴에 감작된 천식환자에
서 면역치료를 실시할 때 unmethylated CpG를 병용 투여할 
경우 면역조절 기능을 향상시킬 가능성을 보여 주고 있다. 
본 연구에서 사용한 unmethylated CpG는 박테리아, 바이러스
에서 주로 발견되어 이는 기본적으로 위생가설을 전제로 하
고 있다. 과거의 위생가설은 Th1과 Th2 면역반응이 상호 억
제할 수 있으며, 환경위생이 개선됨에 따라 감염성 질환이 
감소하여 Th2 면역반응이 상대적으로 강해서 유발되는 것으
로 설명하고 있지만 이러한 소견은 여러 사실과 일치하지 않
는다. 예를 들면 천식 및 알레르기 질환이 증가되는 지역에
서도 Th1 면역반응이 중요한 역할을 하는 1형 당뇨, 염증성 
장질환, 다발성 경화증 역시 증가하고 있으며, Th2 알레르기 
면역반응이 유발된 천식모델에서 Th1 cell을 투여할 경우 오
히려 기도 염증성 병변이 악화되는 현상이 관찰되며, 임상에
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Fig. 4. Concomitant administration of CpG attenuated peribronchial and perivascular inflamzmation (A∼C, H&E staining) and goblet cell 
hyperplasia of respiratory epithelium (C∼E, PAS staining) compared to control ODN administration in CR asthma model.
Fig. 3. Concomitant administration of unmethylated CpG with 
CR attenuated BAL fluid IL-5 (A), IL-13 (B) and IFN-γ (C) 
production which was determined by ELISA. *P<0.05, †P<0.01.
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서 보면 호흡기 바이러스 감염은 천식의 가장 중요한 악화요
인이다. 최근에는 regulatory T cell 측면에서 위생가설을 설명
하고 있다. 감염성 질환이 감소함에 따라 regulatory T cell의 
발달이 미미하여 Th2 알레르기 면역반응이 억제되지 않아서 
알레르기 질환이 발병하는 것으로 설명하고 있다. CpG의 작
용기전은 아직까지도 알려져 있지 않은 부분이 많이 있다. 
CpG는 TLR 9과 결합하여 Th1 면역반응을 유도하여 plas-
macytoid dendritic cell, B cell, NK cell에서 IL-12, IFN-γ를 발현
시키는 것으로 알려져 있으며, 이를 통해 Th1 면역반응이 강
화되는 것으로 알려져 있다.
  본 연구에서도 unmethylated CpG 투여군에서 기관지세척
액내 IL-5 및 IL-13의 발현이 현저하게 감소하였다. 그러나 특
이한 점은 CpG 투여군에서 IFN-γ 측정치가 감소하였다는 
점이다. Knock out 마우스를 이용한 연구를 통해서 보면 CpG
가 마우스 천식모델에서 알레르기 염증반응을 억제하는데 
IFN-γ나 IL-12가 필요 없었으며,13) in vitro 연구에서도 CpG
가 IFN-γ/IL-12 knock out 마우스에서 얻은 splenocyte에서 
IL-5생성을 억제하는 것으로 밝혀졌으며, 이때 IL-10이 중요
한 역할을 하는 것으로 밝혀졌다.13,14) 이때 흥미로운 것은 
CpG의 INF-γ 생성능력은 용량의존적이었으며, 낮은 농도의 
CpG 농도에서 IFN-γ 생성능이 최대였으며, CpG 농도가 높
을 때에는 오히려 IFN-γ 생성이 억제되었다.14) 여러 실험모
델을 통해서 CpG가 regulatory T cell을 증가시키는 것으로 밝
혀졌다.15,16) 또한 CpG는 dendritic dell에서 indolamin 2, 
3-dioxygenase (IDO)의 발현을 증가시키고 이를 통해 regulatory 
T cell의 숫자와 기능을 높이는 것으로 보고되고 있다.17) 실제
로 마우스 천식모델에서 CpG가 IDO pathway를 통해서 호산
구성 기도염증반응을 억제할 수 있는 것으로 보고된 바 있
다.18) 본 연구에서는 바퀴 특이 IgE치, IL-10 및 TGF-β치를 
측정을 하지 못해서 CpG가 과연 regulatory T cell의 발현을 
증가시킬 수 있는지 알 수는 없었다. 또한 CpG 투여군에서 
기관지세척액내 및 조직 병리 소견에서 볼 때 염증세포가 현
저하게 감소하였으므로 CpG의 항염증효과에 의했을 가능성
도 고려가 필요하다. 추후 이에 대한 연구가 필요할 것으로 
생각되었다. 
  본 연구에서 CpG를 바퀴 항원과 같이 비강을 통해서 기도
로 투여하였다. 지금까지의 거의 모든 동물모델에서 OVA 또
는 기생충난을 이용한 연구이었고, 집먼지진드기 알레르겐
을 이용한 천식모델에서 CpG의 효과를 본 연구가 있었다.19) 
그러나 사람에서 천식을 유발하는 CR로 만든 천식모델을 이
용한 연구는 찾을 수 없었다.
  본 연구를 통해서 CR 천식모델에서 CpG와 CR 항원을 기
도에 같이 투여할 경우 CpG가 면역조절능력이 있음을 확인
할 수 있었다. CpG의 효과는 투여경로가 중요한 영향을 미친
다. CpG는 점막을 통해 투여할 경우 알레르기 염증을 억제하
는 효과가 현저한 것으로 알려져 있다.20) 또한 CpG는 알레르
겐과 함께 투여하는 것이 CpG를 단독으로 투여한 것보다 더 
효과적인 것으로 알려져 있다.21) OVA에 감작된 마우스 천식
모델에서 OVA와 CpG를 병용 투여한 군에서 CpG를 단독으
로 투여한 군에 비해 훨씬 더 알레르기 염증반응을 억제하는 
효과가 더 뚜렸한 것으로 보고된 바 있다. CpG는 알레르겐 
흡입에 의한 기도개형을 막을 수 있는 것으로 보고되고 있
다. Cho 등은 만성 OVA 천식 모델에서 CpG투여에 의해서 
기관지 평활근의 비후, peribronchial fibrosis, peribronchial 
myofibroblast 침윤 그리고 TGF-β1의 발현을 억제할 수 있음
을 보고하였다.22)
  CpG는 알레르기 환자에 이용한 2상 임상시험도 시도되었
으며, 긍정적인 결과와 부정적인 결과가 모두 보고되고 있다. 
돼지풀 꽃가루 알레르기 비염 환자에서 CpG와 Amb a 1 복합
체를 매주 한번씩 6주간 투여한 무작위 배정 이중맹검 2상 
임상시험에서 당해년도의 돼지풀 꽃가루 시즌뿐만 아니라 
다음해의 돼지풀 꽃가루 시즌에서 알레르기 비염 증상과 삶
의 질을 호전되었다.23) 그러나 알레르기 천식환자를 대상으
로 한 것은 부분적인 연구말고는 없었다. 41명의 천식환자를 
이중맹검대조법을 적용한 항원천식유발검사를 실시하였는
데, CpG를 4주간 매주 1번씩 흡입 투여군과 비투여군간에 항
원 유발시험 후 관찰되는 FEV1 및 객담 내 호산구 수에 유의
한 차이가 없었다.24) 이 결과는 CpG만을 단독 투여하였으며, 
측정 변수도 면역치료의 효과를 판정하는데 핵심적인 일상
생활중의 천식의 증상점수, FEV1의 변화, 천식의 악화의 빈
도가 아니고, 기관지 항원유발시험후의 조기 및 후기 천식반
응만을 측정하였고, 천식환자에서 CpG의 효과를 판정하는데 
미흡한 부분이 많다. 이러한 임상 시험결과로 볼 때 호흡기 
알레르기 질환에서 CpG를 이용한 치료법을 개발하기 위한 
여러 후속 연구가 진행될 것으로 생각되며, 본 연구는 천식
환자에서 CpG가 면역치료의 효과를 향상시킬 수 있는 치료
법으로 활용될 가능성을 시사한다. 
결      론
  결론적으로 본 연구는 사람에서 천식을 유발하는 CR항원
으로 만든 마우스 천식모델에서 CR항원과 unmethylated CpG
를 함께 투여할 경우 기도과민반응, 호산구성 기도염증반응, 
goblet cell hyperplasia를 막을 수 있음을 알 수 있었으며, 이러
한 결과는 unmethylated CpG를 알레르겐 면역치료 시 병용투
여 할 경우 면역조절 효과를 높일 가능성을 시사한다. 
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